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Oznaczanie protrombiny w osoczu ludzkim i wołowym metodą 
dwustopniową Biggsa według modyfikacji własnej 


OnpeaąeneHne npoTpomÓnHa B nnaa3Mme 4YenoBeKa u KPOBM 
*  ĄBYXCTyNneHuaTbIM METOĄOM Burrca no COÓcTBeHHOŃ MOĄKCPMKAL MM 


The Determination of Prothrombin in Human and Bovine Plasma by the Two-Stage 
Bigg's Method Modified by the Authors 


Protrombina występuje w krwi, w limfie, w szpiku, w wysiękach, a w śla- 
dowych ilościach również w płynie mózgowo-rdzeniowym i w mleku (6). Da- 
ne odnośnie do zawartości protrombiny w osoczu krwi różnych zwierząt i czło- 
wieka są sprzeczne (8, 12). Według Nicola (6, 10, 11) najniższe stężenie 
protrombiny posiada osocze świnki morskiej, wyższe kolejno osocze psa, kró- 
lika, kota, szczura, wołu i człowieka. Quick (15) i Witte (18,19) twier- 
dzą, że plazma szczura posiada 4—5 razy więcej protrombiny w ml niż plazma 
ludzka. Zdaniem Seegersa i współpr. (16, 17) stężenie protrombiny w 
plazmie ludzkiej wynosi około 20 mg %. Fantl (4, 5) podaje stężenie 10- 
-krotnie niższe, bo zaledwie 2 mg %. Według Latałło (7) zawartość pro- 
trombiny w osoczu ludzkim oceniana jest na podstawie badań aktywności na 
7—20 mg %. Według Seegersa (16, 18) zawartość protrombiny w plazmie 
ludzkiej i wołowej jest jednakowa i wynosi 210—260 j NIH/ml. Również 
Lanchantin (9) uważa, że zawartość protrombiny w normalnej plazmie 
ludzkiej wynosi 250 j NIH/ml. Natomiast Magnusson (9) określa zawar- 
tość protrombiny w normalnej zbiorczej plazmie ludzkiej na 140—150 j NIH 
w ml. Sprzeczności i rozbieżności występujące u cytowanych autorów skłoniły 
nas do podjęcia badań nad ilościowym oznaczaniem protrombiny w osoczu 
krwi (1). Do oznaczania protrombiny spośród wielu metod wybrano jako naj- 
bardziej odpowiednią metodę dwustopniową Biggsa (2, 3) wg Niewia- 
rowskiego (13). Na podstawie przeprowadzonych doświadczeń (1) stwier- 
dzono jednak, że metoda ta ma wiele wad i niedociągnięć, w związku z czym 
opracowano własną modyfikację. Przedmiotem naszej pracy jest ilościowe 
oznaczenie zawartości protrombiny w osoczu ludzkim i wołowym w jednost- 
kach NIH w oparciu o metodę dwustopniową Biggsa w modyfikacji własnej. 
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BADANIA WŁASNE 


Materiały i metody 


Jako substrat stosowano 0,25% roztwór fibrynogenu wołowego pozbawio- 
nego zanieczyszczeń protrombiną, trombiną i plazminą w 0,05 M buforze fos- 
foranowym o pH 7,0. Do sporządzania roztworów używano handlowych pre- 
paratów fibrynogenu wołowego firmy BDH Chemicals Ltd Poole England 
oraz Wytwórni Surowic i Szczepionek w Lublinie. Fibrynogen zawieszano w 
buforze, ogrzewano na łaźni wodnej w temp. 30—37°C. przez 10—15 min. do 
całkowitego rozpuszczenia, często mieszając, po czym roztwór sączono przez 
bibułę Whatmann 1. W temperaturze pokojowej roztwory fibrynogenu były 
trwałe przez okres kilku godzin. 

Jako źródła tromboplastyny używano szczepionki przeciw wściekliźnie pro- 
dukcji Warszawskiej Wytwórni Surowic i Szczepionek, standaryzowanej na 
świeżym normalnym szczawianowym osoczu ludzkim wg Niewiarow- 
skiego (12, 14) o czasie protrombinowym około 15 sek. W części doświad- 
czeń stosowano również handlowy preparat tromboplastyny firmy Hoffmann- 
-La Roche Basel — Szwajcaria (stabilizowany roztwór tromboplastyny o cza- 
sie protrombinowym 11,5 +1 sek.) Preparaty tromboplastyny przechowywano 
w chłodni o temp. 4°. Do sporządzania standardowych roztworów trombiny 
używano wzorców trombiny wyprodukowanych przez Wytwórnię Surowic i 
Szczepionek w Lublinie w oparciu o oryginalny wzorzec National Institute 
of Health Bethesda — USA (Lot Nr B 3; 5000 j NIH; 21,7 j NIH na mg). 

Zawartość protrombiny w osoczu ludzkim i wołowym oznaczano metodą 
dwustopniową Biggsa wg Niewiarowskiego (13) w modyfikacji 
własnej przy pomocy testu krzepnięcia i wizualnej oceny powstawania skrze- 
pu. Wyniki wyrażano w jednostkach NIH/ml roztworu w oparciu o krzywe 
standardowe uzyskane na podstawie wzorcowych roztworów trombiny. Czas 
krzepnięcia mierzono stoperem od momentu zmieszania substratu z trombiną 
do chwili pojawienia się skrzepu. Do 0,8 ml substratu dodawano 0,2 ml roz- 
tworu trombiny (standardu lub badanego konwertu). Pomiary przeprowadza- 
no w probówkach szklanych o średnicy 8 mm i gładkiej nie porysowanej po- 
wierzchni. Oznaczenie czasu krzepnięcia przeprowadzano na łaźni wodnej z 
termoregulacją w temp. 37° + 1°. 

Szkło laboratoryjne używane do oznaczeń poddawane było przed myciem 
działaniu 1 n NaOH przez okres co najmniej 1 godziny dla zinaktywowania 
ewentualnych śladów trombiny. 


Oznaczanie protrombiny 


Metoda polega na badaniu ilości trombiny powstającej w czasie konwersji 
protrombiny na trombinę w temperaturze pokojowej w rozcieńczonym i od- 
włóknionym osoczu, badanym w różnych odstępach czasu. Miernikiem zawar- 
tości protrombiny jest maksymalna ilość trombiny, którą uda się uzyskać w 
doświadczeniu. 


Wykonanie oznaczenia 


Krew ludzką i wołową pobierano do 0,1 M roztworu szczawianu potaso- 
wego w stosunku 9:1, dokładnie mieszano i wirowano na wirówce labora- 
toryjnej z chłodzeniem w temp. 10° przy 3 000 obr./min. przez 20 min. Osocze 
oddziełano od krwinek i umieszczano w lodówce w temp. 4°. Badanie prze- 
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prowadzano w czasie nie dłuższym niż 3 godz. od chwili pobrania krwi. Osocze 
rozcieńczano fizjologicznym roztworem chlorku sodowego w stosunku 1:10 
(1 ml osoczat9 ml 0,9% NaCl) lub 1:12,5 (1 ml osocza+11,5 ml 0,9% NaCl) 
w probówce szklanej o pojemności 20 ml lub kolbce Erlenmeyera o po- 
jemności 50 ml i odwłókniano przy pomocy niewielkich ilości trom- 
biny. Do 10 ml rozcieńczonego osocza dodawano 0,2 ml roztworu trom- 
biny o mianie 20 j NIH/ml czyli 4 j NIH i mieszano bagietką lub pe- 
rełkami szklanymi w temperaturze pokojowej przez okres 10—15 min. W tym 
czasie powstawał włóknik gromadząc się na bagietce lub perełkach szklanych, 
a dodana trombina ulegała inaktywacji pod wpływem antytrombiny zawartej 
w osoczu. Rozcieńczone, odwłóknione osocze mieszano następnie z trombo- 
plastyną i 1/40 M roztworem CaCl, w stosunku 1:1:1. Aktywację protrombi- 
ny, w odróżnieniu od innych autorów, przeprowadzano w temperaturze pokojo- 
wej, a nie w 37°. W czasie aktywacji protrombiny pobierano w określonych 
odstępach czasu (po 3, 5, 7, 8, 9, 10, 11i 12 min.) próbki konwertu i oznaczano 
czas krzepnięcia substratu. Na podstawie ustalonego minimalnego czasu krzep- 
nięcia obliczano, drogą interpolacji z krzywej standardowej, maksymalne stę- 
żenie trombiny uzyskane w doświadczeniu, a po uwzględnieniu rozcieńczenia 
(3 X 10 lub 3 X 12,5) — ilość jednostek NIH protrombiny w 1 ml badanego 
osocza. 
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Ryc. 1. Krzywa standardowa trombiny 
Standard curve of thrombin 


Czas krzepnięcia ty.s 


Stezeme trombiny, j NIH /ml 
PASE zza — ae > 


1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
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Krzywą standardową otrzymywano w następujący sposób. Z wzorca trom- 
biny (Standard Nr III — S. 10570; 250 j NIH w ampułce) przygotowywano 
standardowe roztwory trombiny o stężeniu 1,0, 2,5, 5,0 i 10,0 j NIH/ml na 
nośniku składającym się z równych objętości 0,9% roztworu NaCl, trombopla- 
styny i 1/40 M roztworu CaCl,. Standardowe roztwory trombiny testowano 
na 0,25% roztworze fibrynogenu wołowego w 0,05 M buforze fosforanowym 
o pH 7,0 i wykreślano krzywą standardową w układzie logarytmicznym, od- 


Tab. 1. Zawartość protrombiny w osoczu ludzkim 
Content of prothrombin in human plasma 


minet Miano Miano 
Materiał Rozcieńczenie b t t konwertu osocza 
substratu j NIH/ml J NIH/ml 
Osocze ludzkie X 1 1:12,5:3=1: 37,5 21,5 3,3 124 
Osocze ludzkie X 2 1:12,5:3 = 1: 37,5 22,5 3,1 116 
Osocze ludzkie X 3 1:12,5:3 = 1: 37,5 20,5 3,5 131 
Osocze ludzkie X 4 1:12,5:3 = 1: 37,5 22,0 3,2 120 
Osocze ludzkie X 5 1:12,5:3=1:375 21,0 3,4 128 
Osocze ludzkie X 6 1:125:3=1: 37,5 20,0 3,6 135 
Osocze ludzkie X 7 1:12,5:3 = 1: 37,5 20,5 3,5 131 
Osocze ludzkie X 8 1:12,5:3 = 1: 37,5 22,0 3,2 120 
Osocze ludzkie X 9 1:12,5:3=1: 37,5 20,0 3,6 135 
Osocze ludzkie X 10 1:12,5:3=1: 37,5 21,5 3,3 124 
Średnia arytmetyczna x 126 
Przedział zmienności (rozpiętość) 116—135 
Odchylenie standardowe +6,6 
Współczynnik zmienności +5,2% 
Tab. 2. Zawartość protrombiny w osoczu wołowym 
Content of prothrombin in bovine plasma 
min. tk Miano Miano 
Materiał Rozcieńczenie substratu konwertu osocza 
s jNIHml j NIH'ml 
Osocze wołowe TB 19 1:75:3=1: 22,5 20,5 3,6 81 
Osocze wołowe TB 19 1:10:3=1:30 24,5 2,7 81 
Osocze wołowe TB 20 1:10:3=1:30 26,0 2,5 75 
Osocze wołowe TB 20 1:12,5:3 = 1: 37,5 30,0 2,1 79. 
Osocze wołowe TB 21 1:75:3=1: 22,5 18,0 4,2 95 
Osocze wołowe TB 21 1:10:3=1:30 22,0 3,2 96 
Osocze wołowe TB 21 1:12,5:38=1:37,5 26,0 2,5 94 
Osocze wołowe TB 22a 1:10:3=1:30 23,0 3,0 90 
Osocze wołowe TB 22b 1:10:3=1:30 25,0 2,6 78 
Osocze wołowe TB 23 1:10:3=1:30 22,0 3,2 96 
Osocze wołowe TB 23 1:12,5:3=1:37,5 26,0 2,5 94 
Osocze wołowe TB 24 1:10:3=1:30 22,5 3,1 93 
Osocze wołowe TB 24 1:10:3=1:30 23.0 3,0 90 
Osocze wołowe TB 24 1:12,5:3=1:37,5 27,5 2,3 86 
Osocze wołowe TB 29 1:10:3=1:30 22,0 3.2 96 
Osocze wołowe TB 30 1:10:3=1:30 23,0 2.9 87 
Osocze wołowe TB 37 1:10:3=1:30 25,0 2,6 78 
Średnia arytmetyczna x 88 
Przedział zmienności (rozpiętość) 75—96 
Odchylenia standardowe +7,5 


Współczynnik zmienności +8,5 
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mierzając na osi odciętych stężenie trombiny w j NIH/ml, na osi rzędnych — 
czas krzepnięcia substratu w sekundach. W układzie tym zamiast hiperboli 
otrzymywano linię prostą (ryc. 1). Krzywą standardową wykreślano powtór- 
nie dla każdego nowego preparatu fibrynogenu lub tromboplastyny. Wyniki 
badań ilustrują tab. 1 i 2. Tab. 1 przedstawia zawartość protrombiny w osoczu 
ludzkim, tab. 2 — zawartość protrombiny w osoczu wołowym. 


OMÓWIENIE WYNIKÓW I WNIOSKI 


Wyniki badań pozwalają na wyciągnięcie następujących wniosków: 
1) zawartość protrombiny w osoczu ludzkim jest wyższa niż w osoczu woło- 
wym, 
2) osocze ludzkie zawiera 116—135, średnio 126 j NIH protrombiny/ml, 
3) osocze wołowe zawiera 75—96, średnio 88 j NIH protrombiny/ml. 
Uzyskane wyniki dotyczące zawartości protrombiny w osoczu ludzkim są 
zbliżone do rezultatów otrzymanych przez Magnussona (9), który poda- 
je, że normalna zbiorcza plazma ludzka zawiera 140—150 j NIH protrombiny 
w ml. Badania własne nie potwierdzają sugestii Seegersa (16, 18), uwa- 
żającego, że zawartość protrombiny w osoczu ludzkim i wołowym jest jed- 
nakowa i wynosi 210—260 j NIH/ml. 
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Otrzymano 4 X 1974. 
PE3IOME 


ABTOpbi npeĄCTABNAIOT NOĄPOŚHŁIi cnoco6 onpegeneHua npoTpomÓónwHa nnazMmbi (Kpo- 
BM) ĄBYXCTYyNeHUaTbIM METOĄOM Burrca no coŚcTBeAHoń MoĄnupukaunn. Ha OCHOBAHMH 
NpOMISBEĄEHKLIX MCCHEĄOBAHMK, ONupaacŁ Ha chopmyny NIH npoTpomÓnHa, aBTOpkbi npu- 
WNA K BbIBOAY, YTO coĄepxaHue NpoTpomÓnHa B nnazme (kpoBH) UENoBeKa Bbillie, Yem 


9 Annales, sectio D, vol. XXX 


130 Cezariusz Chojnowski, Jerzy Iskierko 


B nna3mMe KOPOBŁi. [lo mx MHEHuio nnazma ueNoBeKa COĄEPXKHT okono 125 eannny NIH 
npoTpomÓnka/M1, a nnasma KOPOBbI okono 90 eg. NIH nporpomónna/mn. 


SUMMARY 


The authors present in detail a way of determining prothrombin in plasma 
useing the two — stage Bigg's method modified by themselves. On the basis of the 
research carried out, depending on the thrombin NIH type the authors came to 
the conclusion that the contents of prothrombin in human plasma is greater than 
in bovine plasma. According to them human plasma contains about 125 j NIH 
prothrombin/ml and whole bovine plasma only about 90 j NHI prothrombin/ml. 


